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1. Vinculacion con el perfil profesional

El proyecto de servicio social que se plantea esta estrechamente ligado al perfil profesional en el
area de biologia molecular e inmunologia molecular, aborda la importancia del estudio de la
asociacion de variantes genéticas, con el desarrollo de la gota como enfermedad crénica, un
aspecto clave y de amplia relevancia para el desarrollo de nuevas dianas aplicadas a la

terapéutica molecular.

2. Resumen

La gota es una enfermedad causada por el depdsito de cristales de urato monosédico (CUMS), se
caracteriza por presentar dolor articular, enrojecimiento, hinchazén e incremento de la temperatura
de las zonas afectadas (Robinson PC., 2018). El evento central de la inflamacién en la gota se
debe a la activacion de los leucocitos por la presencia de CUMS. (Szekanecza Z, 2019). La
prevalencia de la gota es de 8.4 por cada 1000 habitantes de todas las edades. (Pelaéz-Ballestas,
2011). Los CUMS juegan un papel importante en la activacion del sistema inmune innato y el
reconocimiento de la gota como un trastorno autoinflamatorio. La activacion de mediadores
moleculares como el inflamasoma NOD-like Receptor Pyrin containing 3 (NLRP3), genera un
aumento en la produccion de mediadores bioquimicos involucrados en los procesos inflamatorios
tales como la interleucina-1f (IL-1B). La interleucina 1 (IL-1) es una citocina enddgena involucrada
en la respuesta inmune y la inflamacion. La IL-1 participa en la inflamacion, pero lo que es mas
importante, induce la expresién de genes proinflamatorios, como la ciclooxigenasa tipo 2, la 6xido
nitrico sintasa inducible y oftras citocinas/quimiocinas. Los estudios actuales se enfocan
principalmente en la asociacion entre los polimorfismos del gen IL-1B (Zuo X, 2018). Actualmente
la atencion se ha concentrado en los Polimorfismos de un Solo Nucleétido (del inglés Single
Nucleotide Polymorphisms, SNP). Un SNP en regiones codificantes puede representar un cambio
en la secuencia de una proteina, y con ello alterar su funcién, o bien puede no cambiar su
secuencia, por ejemplo, el polimorfismo en la region reguladora del gen de la citocina puede
alterar su nivel de expresién asociado con la respuesta inmune (Hernandez-Romano J, 2009). En
la actualidad sabemos que la gota es una patologia que surge por multiples causas, donde el
factor genético ha cobrado mayor relevancia en los ultimos afios; sin embargo, aun se desconocen
las variantes genéticas (como los SNP) que estan asociadas en el desarrollo de esta enfermedad.
En este estudio se pretende identificar la asociacion del SNP rs1143623 del gen II-13 con el
desarrollo de la gota, incluye a 463 individuos de 20 estados diferentes, de los cuales el 68%
pertenecen a la zona centro del pais (Querétaro, Hidalgo, Ciudad de México, México, Tlaxcala y
Morelos). El analisis estadistico del polimorfismo rs1143623 del gen IL-13 esta basado en la
estimacién de la prevalencia de cada alelo en la poblacién y haciendo la estimacion para cada
genotipo posible. Para estimar las frecuencias genotipicas, se calcul6 la tasa observada de los
genotipos. En este estudio se analizd el SNP rs1143623 del gen de IL-1b, el cual se genera como

resultado de la activacion de la via de sefializacion del inflamasoma NLRPS3.



3. Introduccién

3.1 Gota

La gota es una enfermedad causada por el depésito de cristales de urato monosédico (CUMS) en
las zonas articulares y tejidos blandos, se caracteriza por presentar dolor articular, enrojecimiento,
hinchazén e incremento de la temperatura de las zonas afectadas (Robinson PC., 2018).

Es precedida por altos niveles de acido urico (AU) a nivel sérico, en las mujeres se estima por
arriba de 6.5 mg/dL y en los hombres por encima de 7mg/dL.

El uso de diuréticos, enfermedades renales, obesidad, trasplantes, psoriasis y consumo excesivo
de alcohol, pueden generar un aumento en los niveles del AU sérico, por lo tanto, pueden ser otros

factores para el desarrollo de hiperuricemia y gota clinica (Drivelegka P., 2018).

3.2 Epidemiologia

La prevalencia de la gota es de 8.4 por cada 1000 habitantes de todas las edades. Esto
corresponde a un estimado de 2.1 millones de casos de gota en los Estados Unidos de
Norteamérica: 1.56 millones de hombres y 550 mil mujeres (Prevencion, diagnostico, tratamiento y
referencia oportuna de hiperuricemia y gota, 2009). Durante el segundo conteo de poblacion y
vivienda en el afio 2005, realizado por el INEGI se contaron 103,263,388 habitantes en México,
por lo que puede estimarse una incidencia de 867,412 personas con gota en nuestro pais, la cual
se presenta de manera predominante sobre los hombres en relacién a las mujeres con un
estimado de 0.5% vs 0.1%, esto representaria un nimero de casos aproximados en hombres de:
693,929.6 gota y en mujeres: 173,482.4 (Pelaéz-Ballestas, 2011).

3.3 El papel de los CUMS en la gota

El AU (2,6,8-trihdroxipurina) es el producto final del metabolismo de las purinas que comprende la
oxidacién de las bases puricas de cualquier origen (DNA, RNA, ATP, entre otras) por la Xantina
Oxidasa (XO), cuyo papel principal es funcionar como un antioxidante, sin embargo, el exceso de
AU vy otras condiciones como la temperatura y el pH, llevan a la nucleaciéon de los CUMS
(Szekanecza Z, 2019). El evento central de la inflamacion en la gota se debe a la activacion de los
leucocitos por la presencia de CUMS, los cuales actuan como patrones moleculares asociados a
dano (DAMP) que son reconocidos por los receptores tipo Toll (TLR, por sus siglas en inglés)

como el TLR2 y TLR4, lo cual inicia una compleja via de sefializacion (Szekanecza Z, 2019).

3.4 Manifestaciones clinicas

La artritis aguda es la manifestacion inicial mas frecuente en la gota, comienza afectando una sola
articulacion, hasta llegar a los tobillos y rodillas, generando alteraciones en los dedos de las
manos en fases avanzadas conocidas como nédulos de Heberden o de Bouchard (Ruiz P, 2020).
El primer episodio de artritis gotosa por lo general inicia por la noche con hinchazén importante,

hasta que las articulaciones se tornan calientes, enrojecidas y dolorosas al tacto (Jameson JL,



2018). Los episodios iniciales suelen desaparecer en un periodo de 3 a 10 dias, teniendo
intervalos variables de manera asintomatica, hasta el siguiente episodio. La gota en la fase
premenopausica es inusual. Se han descrito grupos familiares de gota temprana en mujeres
jévenes, causada por la menor eliminacion renal de uratos por insuficiencia renal (Jameson JL,
2018).

3.5 Diagnostico

El diagnostico estandar se realiza por medio del analisis del liquido sinovial de las articulaciones
sintomaticas en las cuales la presencia de CUMS sera un indicativo de gota. En ocasiones, la
cuantificacion de AU en orina de 24 horas permite valorar la posibilidad de calculos, investigar la
produccion excesiva o la menor excrecion de AU. La excrecion de >800 mg de AU durante 24
horas con el consumo de una dieta ordinaria sugiere que hay que pensar en la produccion

excesiva de purina como causa del problema (Gonzalez-Rozas M, 2012).

3.6 Diagnostico radiografico

A demas de los métodos bioquimicos, la ecografia es una herramienta primordial para un
diagndstico oportuno, el cual muestra un signo del doble contorno sobre el cartilago articular que
es caracteristico del depodsito CUMS. Otros signos radiograficos son erosiones perfectamente

definidas con bordes escleroticos y tumoraciones en tejidos blandos (Perez-Ruiz F, 2016).

3.7 Tratamiento

El principio general del manejo de la gota con farmacoterapia se centra en la necesidad de reducir
los niveles de urato sérico por debajo de 6.5 mg/dL o 7 mg/dL, dependiendo si es gota tofacea o
no tofacea, respectivamente, la gota tofacea es tratada con farmacos para la disminucién del urato
(p- Ej. Benzbromarona, probenecid, alopurinol como inhibidor de oxidasa de xantina, febuxostat y
pegloticase), y pocas veces por extraccién quirurgica (Robinson PC., 2018). El elemento primordial
durante un episodio agudo consiste en la administracién de antiinflamatorios, colchicina o

glucocorticoides (Jameson JL, 2018).

3.8 NRLP3 Inflamasoma

Los CUMS juegan un papel importante en la activacion del sistema inmune innato y el
reconocimiento de la gota como un trastorno autoinflamatorio. La activacion de mediadores
moleculares como el inflamasoma NOD-like Receptor Pyrin containing 3 (NLRP3), genera un
aumento en la produccién de mediadores bioquimicos involucrados en los procesos inflamatorios
tales como la Interleucina-1 beta (IL-18). El complejo multiproteico del inflamasoma, compuesto
por el polipéptido NLRP3, ASC o PYCARD (proteina speck-like asociada a la apoptosis que
contiene a CARDS8) y la caspasa-1, se forma en los monocitos y macrofagos debido a que los

CUMS funcionan como patrones moleculares asociados a dafio (DAMP) sirviendo como potentes



activadores del sistema inmune iniciando y perpetuando una respuesta inflamatoria no infecciosa
(Denning NL, 2019). La activacién de la caspasa-1, incide en la pro-interleucina-1 generando la
activacion de la citocina proinflamatoria IL-1B que es secretada posteriormente. CARD8 (Proteina
que Contiene el Dominio de Reclutamiento de la Caspasa 8, también conocido como TUCAN o
Cardinal) es una proteina con un dominio de caspasa que interactia con la caspasa-1 e inhibe su
activacion y también con un dominio FIIND que se une a NLRP3 evitando su reclutamiento en el
complejo inflamasoma activo (McKinney C, 2015). Las variantes genéticas que influyen en la
activacion y la funcién de NLRP3 son genes candidatos en la generacion de la enfermedad (Figura
1) (Szekanecza Z, 2019).
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Figura 1. Los CUMS actian como DAMP, generando la cascada de sefalizacién la cual depende
de NLRP3 para formar un complejo multiproteico con CARDS8, mientras que la caspasa 1,
aumenta la produccién de mensajes bioquimicos como IL-1B. “The NLRP3 inflammasome -
interleukin 1 pathway as a therapeutic target in gout” (Szekanecza Z, 2019).

3.9 El papel de la IL-18

Las citocinas son moléculas pequefas producidas por las células en respuesta a estimulos
especificos y cambian el comportamiento de la misma célula u otras. Las citocinas
multifuncionales estan estrechamente relacionadas con el desarrollo de respuestas inflamatorias e
inmunoldgicas que juegan un papel clave en la patogénesis de las enfermedades autoinmunes y
malignas (Yu Y, 2019).

La familia de citocinas IL-1p esta codificada por dos genes separados, IL-1a e IL-1B que estan
ubicados dentro de una regién 430 kb en el cromosoma 2q14.2 en un grupo y también contienen
los genes para los receptores de interleucina (IL-1) tipo 1y 2 (IL-1R1 e IL-1R2), también conocidos
como la regulacion clave de la inflamacion y la respuesta inmune a las citocinas multifuncionales
(Zuo X, 2018). La IL-1 es una citocina enddgena involucrada en la respuesta inmune y la
inflamacion, incluye a IL-1q, IL-1B y al receptor antagonista IL-1Ra codificado por IL-1RN (Yu Y,
2019). La IL-1B es producida por monocitos, macréfagos y las células epiteliales las cuales estan

involucradas en diversos procesos, como la modificacién de la respuesta del hospedero a la



invasion microbiana, la lesion tisular y la inflamacion. La IL-1B participa en la inflamacion, pero lo
que es mas importante, induce la expresion de genes proinflamatorios, como la ciclooxigenasa tipo
2, la 6xido nitrico sintasa inducible y otras citocinas/quimiocinas. Los estudios actuales se enfocan

principalmente en la asociacién entre los polimorfismos del gen IL-1f (Zuo X, 2018).

3.10 Polimorfismos de un solo nucleétido

Las enfermedades tienen origenes multifactoriales, surgen como resultado de la interaccién de
multiples variantes genéticas y diversos factores ambientales.

La genética molecular genera la posibilidad de descifrar las interacciones multiples entre variantes
genéticas relacionadas con un mayor riesgo de desarrollar afecciones complejas. Actualmente la
atenciéon se ha concentrado en los Polimorfismos de un Solo Nucleétido (del inglés Single
Nucleotide Polymorphisms, SNP), cuya frecuencia aproximada es de 1 en cada 1,000 pb y
representan el tipo de variacién mas abundante en las poblaciones humanas (Hernandez-Romano
J, 2009).

Un SNP en regiones codificantes puede representar un cambio en la secuencia de una proteina, y
con ello alterar su funcién, o bien puede no cambiar su secuencia, por ejemplo, el polimorfismo en
la region reguladora del gen de la citocina puede alterar su nivel de expresion asociado con la
respuesta inmune (Hernandez-Romano J, 2009). Si solo el 1.5% del genoma codifica para
proteinas, actualmente se calcula que solo el 5% del genoma es importante de manera funcional,
debido a su secuencia conservada.

La variacion fenotipica es el resultado de la regulacion de la expresion. El estudio de la expresién
genética a escala gendmica establece la variacion de la expresion genética entre una persona y

otra como un fendmeno comun vinculado al fenotipo.

3.11 Equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE)

Define el estado genético de una poblacion mendeliana cuando se excluyen todos los factores que
cambian las frecuencias de la poblacién. Es el estado de fuerzas cero (Barbadilla, 2021). La
distribucion de frecuencias genotipicas y alélicas permanecen invariables en el tiempo (Figura 2)
(Barbadilla, 2021).

¢ La constancia o equilibro de las frecuencias se debe al caracter conservativo y regular de la
transmision mendeliana.

e La primera ley de Mendel, la de la segregacion equitativa de los alelos de un heterocigoto, al
no favorecer a ninguno de los alelos en la segregacién, mantiene constante las frecuencias
alélicas de una poblacion infinita.

¢ El apareamiento al azar, sobreafadido a la segregacion 1:1 de los heterocigotos, mantiene

en equilibrio las frecuencias genotipicas.



Demostracion de la ley de Hardy-Weinberg

Frecuencias Frecuencia cigotos (progenie) Los supuestos HW implican una unién aleatoria
genotipicas de los alelos para formar genotipos
generacion Cruce Frecuencia AA Aa Aa
inicial cruce Esperma
AA x AA p? 1 0 0
P = f(AA) Frecuencias - p q
Q= f(Aa) alélicas
AA x Aa 2P % % 0
R= f(aa) X Q 2 2
AA xaa 2PR 0 1 0 <a AA Aa
2
P Pq
Aax Aa Q’ % % % Huevos
Aaxaa 2QR 0 Y Y
5 15 Aa ac21
Z q q
aaxaa R* 0 0 1 P

Q' R

Frecuencias genotipicas siguiente generacion P

P'=P?+2PQ/2 +Q?/4=(P+Q/2)’=p’
lgualmente se demuestra que Q' =2pq y R’ = g

Figura 2. Representacion descriptiva del Equilibrio de Hardy-Weinberg. Barbadilla, A. (02 de
Agosto de 2021). Genetica de poblaciones. Obtenido de Genetica de poblaciones:
http://bioinformatica.uab.es/base/base3.asp?sitio=geneticapoblaciones&anar=concep&item=Hardy
-Weinberg

3.12 Razén de momios

La razén de momios (RM) del inglés Odds ratio (OR) es una medida de que tan fuertemente un
evento esta asociado con una exposicion. La RM es una razén de dos conjuntos de
probabilidades: La probabilidad del evento ocurrido en un grupo expuesto contra la probabilidad
del evento ocurrido en un grupo no expuesto. Es utilizada comunmente para reportar estudios de
casos y controles. Y ayuda a identificar de que una exposicion conduzca a un evento especifico.
Cuanto mayor sea la RM, mayores probabilidades de que el evento ocurra con la exposicion,
mientras que si es menor a uno implica que el evento tiene menos probabilidad de ocurrir con la

exposiciéon. Ver ejemplo en tabla 3 (Tenny, 2021).

Event

Yes No

Yes a b

Exposure NG = d

Odds Ratio = odds of the even.t in exposed group
odds of the event in non-exposed group

io-ab _ ad
Odds Ratio = = BE

Upper 05%C1 = ¢ INCR)+1.96 V{Wa) + (Ub) + (Tic) + (T/d)]

Lower 96% Gl = o INOR) ~1.96 ¥ (T7a) + (1b) + (17c) + (/)]

Figura 3. Tabla 2x2 con calculos para la razén de Momios y un intervalo de confianza para la
razén de momios (Tenny, 2021).



4. Justificacion

En la actualidad sabemos que la gota es una patologia que surge por multiples causas, donde el
factor genético ha cobrado mayor relevancia en los ultimos afios; sin embargo, aln se desconocen
los SNPs que estan asociadas en el desarrollo de esta enfermedad. En particular se sabe por
otras poblaciones que las variaciones genéticas involucradas en el inflamasoma estan asociadas
con la gota, pero se desconoce la relevancia de los mismo en la poblacién mexicana, debido al

amplio mestizaje en nuestro pais.

5. Objetivos
5.1 Objetivo general
Identificar la asociacion del SNP rs1143623 del gen 1I-1 con el desarrollo de la gota.
5.2 Objetivos especificos
e Generar una cohorte de estudio de 486 pacientes los cuales sean 243 con un diagnostico
diferencial de gota y 243 que funjan como controles para la identificacion de SNP.
¢ Obtener muestras biolégicas (biobanco de ADN) con rendimientos satisfactorios de material
genético para la deteccién de los SNP presentes en el inflamasoma.
e Obtener la discriminacion alélica de las muestras de los participantes en el estudio.

e Determinar la asociacion del SNP rs1143623 del gen IL1- 3 en el riesgo a desarrollar gota.

6. Métodos
6.1 Reclutamiento de pacientes.
Este proyecto fue Aprobado por el Comité de Investigacion del Instituto Nacional de Rehabilitacion,
con el numero 16/16 (consultar anexos). El reclutamiento de pacientes se realizé en el area de
urgencias del Instituto, en la cual se invitd a los pacientes con sospecha de gota, donde fueron
valorados y diagnosticados por medicos reumatologos de la unidad, mediante el uso de la técnica
de ultrasonido y parametros clinicos.
Una vez que se obtuvo la aprobacion de cada uno de los participantes, se realizd su inclusién al
protocolo, mediante el uso de un consentimiento informado (consultar Anexos), seguido de una
toma de muestra sanguinea de la cual se aislaron leucocitos para la obtencion del acido
desoxirribonucleico (DNA), el 4cido ribonucleico (RNA), para generar el estudio.
e Criterio de Inclusién
Para todos los grupos se incluyeron a hombres y mujeres mayores de 18 afios que
aceptaron participar y firmaron el consentimiento informado. Se realiz6 una evaluacién
clinica por el personal médico y se generd una bateria quimica diagnostica.
e Criterios de exclusion
Se excluyeron a todos aquellos pacientes que presentaron un diagndstico de otras

enfermedades crénicas de caracter autoinmune.



e Criterios de eliminacién
Participantes que pidieron su retiro voluntario del estudio, después de haber firmado el
consentimiento inicial.
Participantes con muestras que hayan presentado contaminacioén o insuficientes.

e Consideraciones éticas
El proyecto fue planteado con base a las normas Internacionales, Nacionales e
Institucionales para la conduccién de proyectos de investigacion en humanos. El proyecto

cumple la Declaracién de Helsinki y con los lineamientos del Comité de Etica del INR.

6.2 Procesamiento de muestras
Una vez que el paciente acepto y firmo el consentimiento informado, se procedié a la extraccion

del fluido sanguineo, se obtuvieron 6 mL en Tubos BD Vacutainer® que contenian anticoagulante
(EDTA Kjaplicado por aspersion en las paredes del tubo) para la obtencién de leucocitos,
adicionalmente se obtuvieron 4mL de sangre en un Tubo BD Vacutainer® SST™ adicional para
Suero con Gel Separador el cual contenia un activador de coagulacién aplicado por aspersion
en la pared del tubo, para la obtencidon de suero. Se vertié el contenido de los Tubos BD
Vacutainer® a un tubo falcén de 15 mL, al cual se agregaron posteriormente 4 mL de Buffer de
lisis (QIAGEN), las muestras fueron refrigeradas a 4 °C durante 10 minutos, en dicho periodo se
sometieron a vortex en dos ocasiones cada 5 minutos antes de ser centrifugadas.

Se centrifugaron los tubos falcén que contenian la sangre y el buffer de lisis por 10 minutos a 3000
X g, posteriormente se procedio a retirar el exceso de reactivo y se agregé 1 mL mas de Buffer de
lisis a la nueva solucién, se coloc6 nuevamente a refrigeracion por 10 minutos, en los cuales las
muestras se sometieron a vortex en dos ocasiones mas, una cada 5 minutos. Posteriormente se
llevd a centrifugacion a 3000 x g por 10 minutos, lo cual genero la aparicion de un pellet de células
blancas. Se agregaron 500 pL de Buffer, al pellet para retirar los excedentes de células rojas, esta
mezcla se centrifugo a 400 x g por 5 minutos y se procedié a retirar el excedente, se repitio el
mismo procedimiento dos veces mas con la finalidad de obtener una muestra con alta pureza de
leucocitos.

La muestra de sangre colectada en el Tubo BD Vacutainer® SST™ se mantuvo por un periodo de
una hora a temperatura ambiente, para obtener la formacion de un coagulo y una mejor
separacion de fases, después fue centrifugada por 5 minutos a 3500 x rpm, para obtener la
separacion y obtencién del suero, el cual fue colocado en 3 tubos Eppendorf con los siguientes
volumenes 200 uL, 1 mL y sobrenadante, los cuales fueron utilizados para realizacion de pruebas

bioquimicas de 4 elementos (triglicéridos, glucosa, AU y colesterol).

6.3 Extraccion de DNA
Para la extraccion de DNA se utilizé el Kit comercial Quick-DNA Miniprep Plus Kit Zymo Research,

con numero de catalogo D4068&D4069 (Appendix C, Nucleated Blood Samples).



Se tomoé un alicuota equivalente a 0.5 gr de leucocitos, obtenidos de la sangre extraida
anteriormente, a la cual se le agrego un volumen de 200 yL de Biofluid&Cell Buffer junto a 20 pL
de Proteinasa K, la mezcla fue sometida a vortex por 15 segundos, posteriormente fue incubada
durante 10 minutos a una temperatura de 55 °C, se agregaron adicionalmente 220 uL del Genomic
Bindin Buffer y fue sometida nuevamente a vortex por 15 segundos. El volumen total fue
transferido a una columna Zymo-Spin II-XL Colum, la cual se sometié a centrifugacion por 1
minuto a 12000 x g, se realizd posteriormente la decantacion del liquido presente en el tubo
colector.

Se realiz6é un cambio de tubo y se agregaron 400 uL de DNA Pre-Wash Buffer, el cual se sometié
a centrifugacién por 1 minuto a 12000 x g, se realizé la decantacién del liquido sobrenadante de
manera subsecuente. Se agregaron 700 yL de g-DNA Wash Buffer y fue llevado a centrifugacion
por 1 minuto a 12000 x g, posteriormente se decantd el liquido sobrenadante, secuencialmente se
agregaron 200 uL mas de g-DNA Wash Buffer, el cual fue centrifugado a 12000 x g por 1 minuto,
finalmente se decanté el sobrenadante del tubo colector. Se rotulo un tubo Eppendorf para cada
muestra, con una capacidad de 1.5 mL y se colocé en el interior de la columna Zymo-Spin II-XL
Colum, se agregaron 50 uL de agua milli-Q libre de DNAsas y RNAsas, se dejé en incubacion por
5 minutos con posterior proceso de centrifugacién a 12000 x g por 1 minuto.

Una vez que se obtuvo el contenido total de la extraccion, se cuantifico en el equipo Nanodrop
para asegurar la integridad de sus caracteristicas cuantitativas y cualitativas contenidas en la
relacién ng/uL de soluciéon. Tomando como un parametro de integridad de 1.8-2 a una longitud de
onda de 260/280A.

6.4 Seleccion del SNP rs1143623 del gen 11-18
El SNP fue seleccionado bajo los siguientes criterios: a) haber sido reportados en la literatura

cientifica; b) estar validados por el proyecto de 1000 Genomes Project (Ensembl) y c) que la

frecuencia del alelo menor en la poblacion mexicana fuera mayor de 1% (Auton A, 2016).

6.5 Genotipificacion y discriminacién alélica
Para obtener la cuantificacion de los SNPs se utilizé una concentracion de DNA igual a 12.5 pg/uL

y fue diluida en agua, con un cociente de 260/280 comprendido entre 1.8 y 2.

Se tomo un tubo eppendorf de 1.5 mL, en el cual se preparé una mezcla que contenia 2.5 uL por
muestra de TagMan® Universal PCR Master Mix (Applied BioSystems) y 0.1 yL de Sonda TagMan
para la determinacion del SNP rs1143623 del gen IL18 (Applied BioSystems) se cubrié de forma
adecuada con aluminio para evitar su degradacion por fotosensibilidad, esto se realizé para la
preparacion de placas con 386 pozos o0 96 pozos.

Para la preparacion de las placas se agregaron en cada uno de los pozos, 2.6 uL que contenian la
mezcla de TagMan® Universal PCR Master Mix (Applied BioSystems) y Sonda TagMan para el
SNP rs1143623 del gen IL-1B (Applied BioSystems) hasta completar la placa sin dejar espacios

vacios, posteriormente, se agregaron 2.5 yL de cada una de las muestras obtenidas tanto de



pacientes con gota asi como de controles en un orden adecuado, la carga en cada pozo tuvo un
volumen igual a 5.1 pL. Finalmente se agregd agua mili Q en 3 de los pozos usados como
controles negativos.

Una vez que se completd la placa, ésta fue sellada con una pelicula ultra transparente especial
para PCR, posteriormente fue completamente cubierta para evitar degradacion de los reactivos
por fotosensibilidad y fue llevada a centrifugacion a 500 x g por 5 minutos. La placa se analizé en
el equipo StepOne & StepOnePlus Real-Time PCR Systems, el cual nos permitié medir el
producto resultante de PCR mediante un sistema de oligonucleétidos marcados con fluorocromos.
El equipo realizo una medicion en unidades de fluorescencia que permitié claramente discriminar
los alelos de los SNP estudiados. La genotipificacion alélica de cada SNP se realizé mediante un

programa de discriminacion alélica (incluido en el equipo QuantStudio).

7. Analisis estadistico

Para realizar el analisis estadistico se utilizd el software STATA v14.0 (StataCorp, Texas USA).
Este en un estudio de casos y controles; el analisis descriptivo se utilizé para las caracteristicas
clinicas y demograficas de los dos grupos, las diferencias significativas fueron evaluadas mediante
la prueba de t-Student y los datos se reportaron como el promedio * la deviacion estandar, rangos
o porcentajes, cuando fue apropiado. La distribucion del genotipo en los grupos de casos y
controles se evalué con las desviaciones del equilibrio de HWE; usando la prueba de Chi-
cuadrada con un grado de libertad. Las frecuencias alélicas y genotipicas fueron estimadas y
comparadas entre los grupos usando la prueba exacta de Fisher. Para estimar la asociacion entre
los genotipos del SNP rs1143623 del gen IL-1B se realizé un analisis usando un modelo de
regresion logistica; los resultados fueron estimado mediante la RM con un intervalo de confianza
del 95%. El analisis fue ajustado por el sexo de los participantes, tomando en cuenta el modelo de

herencia codominante. Se considero como significativo una P < 0.05.

8. Resultados

8.1 Descripcion de la poblacion de estudio

El estudio incluyé 463 individuos de 20 estados diferentes, de los cuales el 68% pertenecen a la
zona centro del pais (Querétaro, Hidalgo, Ciudad de México, México, Tlaxcala y Morelos), todos
los sujetos incluidos en el estudio tenian padres y abuelos nacidos en el estado de reclutamiento.
La descripcion de la poblacion y los valores de P se enlistan en la Tabla 1. El promedio de la edad
era mayor en el grupo de los casos comparado con el grupo control (52.08+12.72 vs 44.32+8.37,
respectivamente). La mayor parte de la poblacién analizada eran hombres en ambos grupos (98%
en los controles y 95% en la poblacién de casos). Los pardmetros antropométricos y bioquimicos
de la poblacién muestran que los pacientes con gota tenian un indice de Masa Corporal (IMC)
mayor que el de los individuos sanos (28.71+4.3 vs 26.67+2.70, respectivamente). De igual forma

se observo que el AU (6.87+2.21 vs 5.43+1.00, respectivamente), el colesterol (171.7+37.61 vs



158.7+37.37, respectivamente) y los triglicéridos (204.7+134.8 vs 137.0+51.57, respectivamente)

son mayores en los pacientes comparado con los pacientes de gota que en los individuos sanos,

mientras que en que los niveles séricos de glucosa no se encontré diferencia.

Tabla 1: Descripcion de la poblacién de estudio para el SNP rs1143623

Poblacién de estudio n= 463

, o 3
e R
Genero (%)
Masculino 208 (98) 199 (95) 0.157
Femenino 4 (2) 11 (5)
Edad (afios) 52.08+12.72 44.3248.37 <0.0001*
Peso (kg) 79.52+14.87 76.60+10.32 0.0119*
Talla (m) 1.68+0.07 1.69+0.07 0.0004
IMC (kg/m?) 28.71+4.31 26.67+2.70 <0.0001*
Acido Urico (mg/dl) 6.87+2.21 5.43+1.00 <0.0001*
Glucosa (mg/dl) 97.90+18.91 99.99+34.56 0.0587
Triglicéridos (mg/dl) 204.7£134.8 137.0£51.57 <0.0001*
Colesterol (mg/dl) 171.7+37.61 158.7+37.37 0.0007*

IMC: indice de Masa Corporal.
* Valor de P obtenido de la prueba de U de Mann-Whitney
El texto en negritas denota significancia estadistica

8.2 Frecuencias genotipicas y alélicas.

El analisis estadistico del SNP rs1143623 del gen IL-18 esta basado en la estimacion de la
prevalencia de cada alelo en la poblacion y haciendo la estimacion para cada genotipo posible.
Para estimar las frecuencias genotipicas, se calcul la tasa observada de los genotipos. La tabla 2
muestra las frecuencias genotipicas en nuestra poblacién de estudio (casos y controles) tanto por

numero de individuos por genotipo ademas de las proporciones por cada uno de ellos.

Tabla 2: Frecuencias genotipicas del SNP rs1143623

Poblacion total (n=493) Controles Gota
Genotipo Individuos Proporcién | individuos |Proporciéon | Individuos | Proporciéon
C/C 85 0.19 53 0.23 32 0.16
G/C 191 0.44 104 0.44 87 0.43
G/G 163 0.37 78 0.33 85 0.42
NA 24 8 16
n, poblacién analizada; NA, poblacion indeterminada.




Respecto al alelo de menor frecuencia de la variante rs1143623 (C), se encontr6 mayormente
representado en el grupo de los controles (45%) respecto al grupo de pacientes con gota (37%)
(Tabla 3).

Tabla 3. Frecuencias alélicas en la poblacion de estudio.

Poblacion total (n=493) Controles Gota
Genotipo Individuos | Proporcion | Individuos | Proporcion Individuos Proporcion
G 517 0.59 260 0.55 257 0.63
C 361 0.41 210 0.45 151 0.37

n, poblacién analizada

8.3 Regresion logistica multivariada por genotipos y alelos.

Para determinar la asociacion entre el SNP y la enfermedad, el analisis del SNP rs1143623 del
gen IL-1B se realizd a través de tres modelos de herencia (codominante, dominante y recesivo)
ajustado por la variable género. El SNP se encuentran en EHW tanto en el grupo controles (P=
0.11) como en el de gota (P= 0.23) (Tabla 4).

8.3.1 Modelo Codominante

Este es el modelo general y permite que cada genotipo otorgue un riesgo diferente y no aditivo.
Este modelo compara los genotipos del heterocigoto (C/G) y el homocigoto (C/C) del alelo de
menor frecuencia (C) con los homocigotos para del alelo mas frecuente (G/G). Se estima dos RM,
uno para el heterocigoto y otro para la variante. El andlisis muestra que la presencia del genotipo
homocigoto C/C confiere una disminucién en el riesgo de presentar la enfermedad con una RM=

0.53, como se muestra en la tabla 4.

8.3.2 Modelo Dominante

Este modelo demuestra que una simple copia del alelo de la variante C (alelo de menor
frecuencia) es suficiente para modificar el riesgo, por lo tanto, el heterocigoto y el homocigoto
tendrian el mismo riesgo de padecer la enfermedad. Ademas, se puede comparar la combinacion
de estos dos posibles genotipos C/G-C/C (Dominante) para el homocigoto G/G. El analisis
muestra que en el SNP rs1143623 el modelo C/G+C/C se encontr6 mayormente representado en

el grupo control, pero no mostré diferencia significativa y (P= 0.067).

8.3.3 Modelo Recesivo
Este modelo muestra que dos copias de C son necesarias para modificar el riesgo a padecer gota.
Ademas, los genotipos C/G y G/G tendrian el mismo efecto. Una combinacién de ambos G/G+C/G

(recesivo) es comparado con el genotipo homocigoto de la variante del alelo menor C/C. En este




modelo, se observd que el genotipo homocigoto para el alelo menor C/C del SNP rs1143623 se
encuentra en mayor proporcion en el grupo control y se asocié de manera negativa con la
enfermedad, es decir, se encontré asociada a proteccion (RM= 0.58, P= 0.03). Se resalta ademas
que en el modelo de herencia codominante se observé que la presencia del genotipo homocigoto

C/C también confiere una disminucion en el riesgo de presentar la enfermedad.

Tabla 4: Asociacién del SNP rs1143623 con la enfermedad (n=399, ajustado por genero).

Modelo Genotipo Controles Gota RM (95% IC) Valor P
G/G 67(33.2%) 81(41.1%) 1
Codominante C/IG 88(43.6%) 86(43.6%) 0.83 (0.53-1.29) 0.081
C/iC 47(23.3%) 30(15.2%) 0.53 (0.30-0.93)
G/G 67(33.2%) 81(41.1%) 1
Dominante 0.12
C/G-C/C 135(66.8%) | 116(58.9%) 0.72 (0.48-1.09)
G/G-C/G 155(76.7%) | 167(84.8%) 1
Recesivo 0.037
C/iC 47(23.3%) 30(15.2%) 0.58 (0.35-0.97)
EHW Valor de
0.11 0.23
P
RM, razén de momios; EHW, equilibrio de Hardy-Weinberg
El texto en negritas denota significancia estadistica

9. Discusioén de resultados

En una revision preliminar de la literatura, se evidencid la falta de estudios en el campo de las
variaciones genéticas y gota en la poblacién de América Latina, hasta donde conocemos este es
el primer estudio que explora la asociacion de los SNP dentro de los genes del inflamasoma
NLRP3 y el riesgo de gota en una cohorte de poblacion mexicana.

Es bien conocido que alrededor del 10% de los individuos que presentan hiperuricemia tienen al
menos un ataque de gota (Mandal AK, 2014), caracterizado principalmente por la presencia de
inflamacion, pero los factores involucrados en esta respuesta no estan completamente descritos.
La activacion del inflamasoma NLRP3 tiene relevancia en la enfermedad de la gota porque
desencadena la hinchazon e inflamacién mediada por el reconocimiento de MSU principalmente
en células dendriticas y fagociticas (Mogensen, 2009).

En este estudio se analizé el SNP rs1143623 del gen de IL-1[3, el cual se genera como resultado
de la activacién de la via de sefializacion del inflamasoma NLRP3. Previamente este SNP se ha
descrito en la literatura por su asociacién con el riesgo de gota en la poblacion europea y polinesia
de Nueva Zelanda como lo ha reportado el grupo de McKinney (McKinney C, 2015), ademas este
SNP se ha reportado asociado a otras enfermedades (Zuo X,2018, Yu Y, 2018, Hernandez-
Romano J, 2009).



El analisis de este estudio de cohorte muestra que el IMC, el AU vy los ftriglicéridos fueron
significativamente diferentes entre los grupos de estudio, en el grupo de gota fueron mas altos en
comparacion con los sujetos control sanos (Tabla 1), estos datos confirman que el sindrome
metabdlico es caracteristico de la gota (Gonzalez-Senac NM, 2014).

Nuestro andlisis demostré que el polimorfismo rs1143623 del gen de IL-1B esta asociado
positivamente con la gota. El analisis del modelo codominante (genotipo C/C) y el recesivo
(genotipo C/C) ajustado por el sexo, muestra que el rs1143623 es un SNP de proteccién para la
poblacién mexicana [RM (95% IC) = 0.53 (0.30-0.93), 0.58 (0.35-0.97), respectivamente].
Mckinney et al. demostré que el SNP rs1143623 tiene una asociacién alélica nominal para el alelo
G (RM= 1.10, P= 0.020) en las poblaciones combinadas europea y polinesia de Nueva Zelanda,
describiendo que el alelo G es de riesgo para esta poblacion (McKinney C, 2015).

Las limitaciones de este estudio son el tamafo de la poblacidon analizada que no permite tener
resultados concluyentes. Ademas, se necesita una cohorte que incluya a mas regiones del pais, y
finalmente hacen falta estudios para la validacién del SNP del gen rs1143623 del gen de IL-1B
para conocer las implicaciones en la estructura de las proteinas y en su correcta funcién. A pesar
de estas limitaciones, nuestro estudio adquiere relevancia porque es de los primeros estudios
hechos en la poblacién mexicana que explora la participacion de las variantes polimorficas de los
genes de la via de sefalizacion del inflamasoma. Este estudio puede abrir nuevas fronteras de
investigacion que permita determinar el papel de los SNPs y su asociacién con el diagnostico

oportuno de la gota.

10. Conclusién

En conclusién, nuestros datos sugieren que el rs1143623 del gen de IL-18 es un SNP de
proteccion para el desarrollo de la gota en la poblacion mexicana, lo cual en un futuro junto con un
perfil genético podria servir como un marcado en el diagndstico oportuno de la gota.
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12. Anexos

12.1 Aprobacioén por el Comité

Luis Guillermo Ibarra Ibarra

de Investigacion del Instituto Nacional de Rehabilitacién

| Instituto Nacional
de Rehabilitacion

I N R Comité de Investigacion

2016, Afio del Nuevo Sistema de Justicia Penal

SALUD

ECRETARIA DF

INR/CI1/099/16
Ciudad de México a 23 de Mayo 2016.

D en C. Maria del Refugio Denise Clavijo Cornejo
Investigador responsable.
Presente.

En respuesta a la solicitud que usted amablemente envio a este comité para la revision del proyecto de
investigacion titulado “Interactoma de las variantes génicas del transportasoma e inflamasoma como
biomarcadores prondésticos de la gota.”

Le informo que el Comité de Investigacion decidié aprobarlo otorgandole registro definitivo 16 /16

Estatus del proyecto: APROBADO

Investigador
Responsable: Maria del Refugio Denise Clavijo Cornejo

Participantes:
Carlos Javier Pineda Villasefior Alberto Gabriel Lopez Reyes

Javier Fernédndez Torres Gabriela Aurora Hernandez Molina

Marina Rull Gabayet

Cabe sefialar, que de acuerdo con los datos declarados en el cronograma de actividades del proyecto de
investigacion, éste tiene una vigencia de 24 meses; siendo la fecha de termino 31 de Mayo de 2018, es
requisito informar los avances del mismo cada 6 meses, en el formato FO1-PR-DI-04 Seguimiento de
Protocolos, el cual se encuentra disponible en la pagina electrénica del INR, asi como cualquier otro asunto
relacionado con el mismo.

No omito comentar que en el caso de los protocolos que incluyan pacientes, un requisito adicional de la
Direccion de Investigacion es dar cumplimiento a la Encuesta de Satisfaccion de Pacientes en protocolo FO1-
PR-DI-08 que se encuentra disponible en la pagina del INR en la Seccion de Documentos ISO en el apartado
de Investigacion. http://iso9001.inr.gob.mx/Descargas/iso/Formatos/F01-PR-DI-08.doc.

En caso de ser un protocolo con financiamiento de la industria éste debera contar con convenio administrativo el
cual debe ser sancionado por el area juridica de este Instituto.
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12.2 Consentimiento informado
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Luis Guillermo Ibarra Ibarra 1aa

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

A de de

INVITACION Lugar:

Estimado Sr.(a)

El Instituto Nacional de Rehabilitacion “Luis Guillermo Ibarra Ibarra” le invitan a participar en la
investigacién médica titulada “INTERACTOMA DE LAS VARIANTES GENICAS DEL TRANSPORTASOMA
E INFLAMASOMA COMO BIOMARCADORES PRONOSTICOS DE LA GOTA” que tiene como objetivo
identificar posibles biomarcadores de prediccidon y diagnostico de la gota. La duracion del
estudio sera por dos afios y participaran aproximadamente 500 personas de la poblacion
Mexicana.

Tomé el tiempo que sea necesario para leer este documento y acuda al investigador en caso
de duda o comentario.

INTRODUCCION

Este consentimiento informado cumple con los lineamientos establecidos en el Reglamento de
la Ley General de Salud en Materia de Investigacion para la salud, la Declaracion de Helsinki y
a las Buenas Practicas Clinicas emitidas por la Comisién Nacional de Bioética.

Este formato de consentimiento informado contiene informacién detallada acerca del estudio de
investigacion, para que usted tenga el conocimiento necesario para tomar una decision cuando
se le pida que sea parte del proyecto. Finalmente se le invitara a firmar este consentimiento
informado bajo ninguna presién o intimidacion.

PROCEDIMIENTOS DEL ESTUDIO

El Instituto Nacional de Rehabilitacion “Luis Guillermo Ibarra Ibarra” (INRLGII) realiza
investigacion biomédica relacionada con enfermedades musculoesqueléticas y reumaticas que
son consideradas como causas de discapacidad en México. La gota esta definida como una
artropatia microcristalina que es causada por el aumento de acido urico en la sangre que lleva
a la deposito de cristales de urato monosédico en las articulaciones y tejidos blandos. Por lo
tanto el objetivo de este estudio es identificar biomarcadores predictivos del desarrollo de gota
en poblacion Mexicana, asociando y comparando las variantes génicas de los transportadores
de acido urico asi como marcadores de inflamacién en pacientes con gota en comparacion con
un grupo control.

Su participacion en el estudio consiste en la donacién de una Unica muestra de sangre que
sera tomada por su médico tratante en condiciones o no de ayuno en el INRLGII y el llenado de
un cuestionario breve. Se debe mencionar que no se modificaran ni la alimentacién ni la toma
de medicamentos o la actividad fisica rutinaria ni de los sujetos con gota ni los sujetos que
formen parte del grupo control.

RIESGOS E INCONVENIENTES

De acuerdo al Art. 21, fraccion Ill Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de
Investigacion para la Salud sefiala que la obtencion de la muestra bioldgica esta considerado
como de riesgo minimo para las personas que se encuentren en el estudio. Los principales
riesgos de la toma de muestra sanguinea son: posibilidad de sangrado ligero o moretén en el
sitio de la puncion, mareo o sensacién de desmayo y raramente puede producirse puncion
arterial. Sin embargo, el instituto cuenta con personal capacitado para la toma de las muestras
lo que minimizara complicaciones y riesgos.

Como estipula la ley, hacemos constar que tanto las muestras como la informacion
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Instituto Nacional de Rehabilitacion @

Luis Guillermo Ibarra Ibarra INR
proporcionada no tendra otro uso que no sea exclusivamente para fines de la
investigacion.

BENEFICIOS POTENCIALES

Este estudio no esta disefiado para beneficiarle directamente. Sin embargo, la identificacion de
biomarcadores predictivos del desarrollo de gota en poblacion Mexicana, beneficiara
potencialmente a sujetos predispuestos a desarrollar estd enfermedad, esto ayudara a
disminuir la incidencia de esta complicacion médica en nuestra poblacién.
CONSIDERACIONES ECONOMICAS

En esté estudio usted no recibira ninguna remuneracién econdémica pero de igual manera usted
no hara ningun pago durante todo el estudio médico. Si existen gastos adicionales relacionados
con la investigacion, estos seran absorbidos por la misma.

PARTICIPACION Y RETIRO DEL ESTUDIO:

Su participacion es totalmente voluntaria y altruista y podra retirarse cuando usted asi lo
decida. Si usted decide no participar, no se vera demeritada la calidad de la atencion que
recibe en el Instituto Nacional de Rehabilitacion Luis Guillermo Ibarra Ibarra.

El investigador encargado del estudio puede excluirlo del estudio si usted no tiene ancestria
mexicana (abuelos y padres nacidos en México). También se excluiran pacientes con presencia
de alguna enfermedad autoinmune concomitante con la gota como la artritis reumatoide y lupus
eritematoso sistémico y/o la presencia de artropatias microcristalinas y metabdlicas asociadas
a la gota como la enfermedad por depésito de cristales de pirofosfato de calcio.

CONFIDENCIALIDAD Y MANEJO DE SU INFORMACION

De acuerdo al Art. 21, fraccion X del Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de
Investigacion para la Salud se garantiza que su nombre como participante no serd usado en
ninguno de los estudios y se mantendra la confidencialidad de la informacién relacionada con
su privacidad. Por disposicion legal las muestras de sangre, son catalogadas como residuos
peligrosos biolégico-infecciosos y por esta razén durante el curso de la investigacion su
muestra no podra serle devuelta. Si usted decide retirarse del estudio, podra solicitar el retiro y
destruccion de su material biolégico y de su informacion. Es posible que sus muestras
biolégicas asi como su informacién médica puedan ser usadas para otros proyectos de
investigacion analogos relacionados con la enfermedad. Las muestras seran codificadas para
mayor seguridad y el acceso para su identificacion serdn accesibles solo para los
investigadores titulares quienes estan obligados por Ley a no divulgar su identidad. Monitores o
auditores del estudio podrén tener acceso a la informacioén de los participantes.

La Comisién de Etica en Investigacion del Instituto Nacional de Rehabilitacion aprobaron la
realizacion de éste estudio, este comité estd encargado de revisar, aprobar y supervisar los
estudios de investigacién en humanos en el Instituto. Es importante solicitarle que nos autorice
contactarlo nuevamente, en caso de ser necesario, para solicitarle informacién complementaria
en el desarrollo de este proyecto. Los datos resultantes del estudio podrian ser utilizados en
publicaciones o presentaciones médicas y cientificas. Sin embargo, su nombre y ofra
informacion personal no seran incluidos .

IDENTIFICACION DE LOS INVESTIGADORES:

En caso de dudas o comentarios, por favor pongase en contacto con la investigadora Dra.
Denise Clavijo Cornejo, responsable del proyecto, al teléfono 5999-1000 ext. 19502, en un
horario de 7:00 a 16:00 hrs o puede escribir directamente a la siguiente direccion de correo
electrénico: mrclavijo@inr.gob.mx

De aceptar ser participe de este estudio, se le entregara un duplicado de este consentimiento
informado.
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DECLARACION DEL CONSENTIMIENTO INFORMADO

Yo , he sido
informado (a) sobre mi participacion en el estudio de manera tanto verbal como por escrito y se me ha
explicado de manera clara los detalles del estudio. He sido informado que puedo negarme a participar o
terminar mi participacion en cualquier momento del estudio sin que sufra penalidad alguna o perdida de
beneficios y no tengo ninguna duda respecto a la naturaleza y alcance de éste. Estoy enterado(a) de los
motivos y los objetivos del estudio. Ademas, autorizo que mi muestra sea guardada en un banco de
muestras en el Instituto Nacional de Rehabilitaciéon Luis Guillermo Ibarra Ibarra y sea utilizada en futuros
proyectos de investigacion asociados a este estudio médico. Estoy de acuerdo en donar de forma
voluntaria mi muestra sanguinea para ser utilizadas en éste estudio. Estoy de acuerdo, en caso de ser
necesario, que se me contacte en el futuro si el proyecto requiere complementar informacién adicional.
Finalmente, declaro que es mi decision participar en el estudio. Mi firma también indica que he recibido
un duplicado de este consentimiento informado.

Nombre del Participante Firma del Participante Fecha
Nombre del representante legal (si aplica) Firma del representante legal Fecha
Nombre del Investigador Firma del Investigador Fecha
Nombre del Testigo 1 Firma del Testigo 1 Fecha

Relacién con el participante:

Direccion:

Nombre del Testigo 2 Firma del Testigo 2 Fecha

Relacion con el participante:

Direccion:
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Vo.Bo. de los asesores respecto a los contenidos académicos

Dr. Jorge Ismael Castafieda Sanchez
Profesor Investigador de Tiempo Completo

No. Econdmico: 37622
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